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(57) Abstract 



A process for releasing and isolating nucleic acids from biological compartments of a sample makes use of a device which is suitable 
for accepting one or more sample processing container*, thermostatically controlling and agitating the sample processing containers and 
magnetically separating magnetic particles. The isolation of nucleic acids is substantially simplified thereby. 
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System zur Freisetzung und Isolierung von Nuldeinsauren 

Gegensiand der Erfindung sind ein System zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
s&uren und ein Verfahren zur Benutzung dieses Systems. 

Nachweisverfahren, die auf der Besiimmung von Nuldeinsiuren in einer Probe beruhen. sind 
in jiingerer Zeit verstarkt mil Interesse bedacht ^orden. Dies liegt unter anderem in der er- 
reichbaren hohen Spezifitai des Nachweises. Hierin sind Nuldeinsaurenachweise den Anti- 
gennachweisen prinzipiell iiberfegen. WiLhrend Antigene jedoch oft in einer Probe schon 
relativ zugflnglich vorliegen, mtissen Nukleinsfcuren, insbesondere bei Nachweisen von 
Organismen, meist in mehreren Schriuen zuginglich gemacht werden. Daruber hinaus sind 
Nuldeinsauren in der Regel in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Insbesondere bei 
der Isolierung von Nuldeinsauren aus zellhaltigen Proben sind bisher aufwendige Aufreink 
gungsverfahren bekannt. 

Die Sensiiivitai der auf dem Markt derzeit angebotenen Probenanreicherungs- und Probcn- 
vorbereitungssysteme fiir Nuldeinsauren ist oft riicht hinreichend grofl. Bei der Probenvor- 
bereicung mit automatisierten Verfahren ist zudem keine ausreichende Kontaminaiions- 
sicherheit gegeben. die eine Amplification z. B. mittels PCR erm6glichen wilrde. Die zur 
Zeit ertaltlichen automatischen Probenvorbereitungssysieme ben6tigen zudem orgarusche 
Losungsmittel (Phenol- und/oder Chloroform-Alkoholgemische) zur Gewinnung der 
NukleinsSuren. 

Die derzeit eingesetzten Verfahren unter Verwendung einer Immobilisierung der Nuldein- 
sauren bcnutzen im wesendichen zwei Prinzipien zur Isolierung der Nuldeinsauren. In einer 
ersten Mfiglichkeit werden nukleinsaurehaltige fliissige Proben durch eine Festphasenmatrix 
gesaugt, wobei die Nuldeinsauren in der Festphasenmatrix festgehaken werden. Dies setzt 
einen vorherigen Lyseschritt voraus, der in einem getrennten Gefafl durchgefuhrt wurde. 
Anschlieflend werden die NukleinsSuren durch Durchsaugen einer Elutionsflussigkeit von 
der Festphasenmatrix gelOst. Die nukleinsaurehakige ElutionsUJsung wird in ein GefaB zur 
Weiterbearbeitung abgesaugt. Es hat sich jedoch herausgestellt, daB die derzeit veiwendeten 
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Vorrichtungen fa, Hinblick auf die for die Durchfuhrung einer spateren Amplifikations- 
reaktion, z. B. PCR, erforderfichen Reinheir nichi ausreichend sind. 

Bei einem zweiten Prinzip werden die Nuklemsauren ausgefalk und mittels einer Zentrifuge 
separiert. Bei diesem Verfahren ist jedoch ein sogenannter Batch-Betrieb unumganguch. Be, 
einem solchen Verfahren wird beispielsweise eine zelihaliige L6sung in einem emen Reak- 
tionsgeftB mit lysierenden Agenzien behandelt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 
aus dem GefaB in ein Zerorifugauonsr6hrchen umpipemen. Dieses Rbhrchen hat einen Ein- 
satz, an weichem die frrigesetzten Nukleinsfiuren adsorbieren konnen, wahrend die resuiche 
Flussigkeit wahrend der Zentrifugation in den umeren Bereich des Rfihrchens flieflen kann. 
Zum Waschen der absorbierten Nukleinsauren wird der Einsatz ein- oder mehrmals mit 
einer Waschflvissigkeit behandelt. Hierzu muB der Einsatz in ein Uteres Zentrifugations- 
rchrchen uberfuhrt werden, damit nichi Reste der Probenfliissigkeii wieder zuriick in den 
Einsatz gelangen. Im letzten Schritt wird der Einsatz in ein Uteres neues GefaB eingesetzt. 
Die Nukleinsauren werden durch Zentrifugation einer Ehitionslosung durch den Einsaiz ,n 
ein weiteres GefaB hinein in eine weiterverarbeitungsfahige Lbsung uberfuhrt. Dieses Ver- 
fahren ist jedoch einerseits mit einem hohen Kontammationsrisiko behaftet und andererseits 
sind eine Vielzahl von Wechseln der ReaktionsgefaBe erforderiich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein System bereitzusxeUen, bei dem die Nach- 
teUe des Standes der Technik vollstandig oder zumindest teilweise beseitigt werden. Insbe- 
sondere Wnnen mit diesem System Nukleinsauren an einer Fesiphasenmatrix absorb.en und 
.desorbiert werden. ohne daQ fur diese Schritte eine Zentrifuge erforderiich ware. 

Ein wesendicher Aspekt der Erfindung ist eine Aumahme filr ein ProbenbearbeitungsgefaD, 
welches temperiert und in eine Bewegung versetzt werden kann, so dafl eine Durch- 
mischung der in dem Probenbearbeitungsgefafl befindlichen Substanzen erreicht wird. Zu- 
dem verfugt diese Aufnahme fiber einen AnschluO an ein einen Unterdruck erzeugendes 
System (z. B. Schlauchpumpe, Kolbenhubpumpe). AuBerdem ist es mit der Aumahme mog- 
lich, innerhalb der ProbenbearbeitungsgefaBe magnetische Partikel abzuscheiden. Wesent- 
liche Vorteile der Erfindung and der Schuiz gegen Kontamination (sowohl von Probe zu 
Probe als auch von System zu Urnwelt) sowie die Moglichkeit, ausreichend viele Proben- 
bearbdtungsgeftfle aufzunehmen, urn ein winschaftliches Betreiben dieses Systems zu ge- 



w&hrldsteo. 
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Gegensiand der Erfindung 1st ebenfalls ein Verfahren zur Freisetzung und Uolierung oder 
zum Nachweis von Nukleinsauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe, em- 
haltend die Schrine: 

- Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeirungsgefiB zusammen mit magnetischen 
Partikeln, welche die biologischen Kompanimente binden konnen, unter Schiitieln des 
ProbenbearbeitungsgefaOes. 

- Positionieren eines Magncten in der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so dafi die 
Magnetpartikel an der Gefiflwand fesigehalten werden, 

- Entfernen der resuliierenden FlQssigkeit aus dem Probenbearbeitungsgefafl, 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfemen des Magneten aus der Nahe des ProbenbearbeiiungsgefiBes, so dafl die 
Magnetpartikel nichi mehr durch den Magneten an der Wand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) SchUttdn des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

- AufschluB der biologischen Kompartimenie unter Erwarmung 

- Abkuhlen der Aufschluflmischung unter Bedingungen, die eine Immobilisierung oder Hy- 
bridisierung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nuldeinsaure ermoglichen. 

Ein weiterer Gegensiand der Erfindung ist ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung 
von Nukleinsauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten mit Magnet- 
partikeln mit den Schritten: 

• Inkubation einer Probe in einem Probenbearbeiiungsgefafl zusammen mil magnetischen 
Partikeln zum Zwecke des Aufschlusses der biologischen Kompanimente, 

- Abkuhlen der Au&chluBmischung und Immobilisierung der zu isolierenden oder nachzu- 
weisenden Nuldeinsaure an den magnerischen Partikeln, 

• Aufhebung der Immobilisierung und Uberruhrung der isoUerten und aufgereinigten 
Nuldeinsaure in einen pipettierfahigen Zustand. 
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zeichnet sind, dafl sie eine Nukleobasensequenz aufweisen, die mehr oder weniger charak- 
tcrisiisch fur die Nukleinsfiuren in der Probe isi. Sofern ein spezifischer Nachweis van 
Nukleins^uren gewunschi wird, wird eine Sonde eingesetzt, die eine Basensequenz enth&lt, 
welchc komplememar zu der Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht je- 
doch zu anderen Nukleinsauren in der Probe, ist. Sonden konnen Molekttle sein, die eine 
direkx oder indirekt nachweisbare Gruppe emhalten. Direkt nachweisbare Gmppen sind bei 
spielsweise radioaktive ( 32 P) farbige oder fluoreszierende Gmppen oder Metallatome. 
Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispieJsweise immunologisch oder enzymatisch wirk* 
same Verbindungen, wie Antikorper, Antigene, Haptene, Enzyme oder enzymatisch aktive 
Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detek- 
tien. Besonders bevorzugt sind Haptene, z. B. Digoxygenin oder Biotin. Solche hapten- 
markierten Sonden konnen in einer anschlieflenden Reaktion mit einem markierten Anti- 
kbrper gegen das Hapten leicht nachgewiesen werden. 

Beschreibung des Systems: 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Freiseizung und/oder Isolierung von Nuklein- 
sauren aus einer Suspension von biologischen Kompanimenten, enthaltend die Komponen- 



- eine Aufhahmeeinbeit (10) fur ekes oder mehrere ProbenbearbeirungsgefaBe (A), 

- eine Thennostaioreinheit (20) zur Thermostatisierung der ProbenbearbeicungsgefaBe (A) 
und darin enthaltcner Flussigkeiten, 

- einen Schutiler (30) zum Schurteln der Probenbearberoingsgefifle (A) und 

- einen Abscheider (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpaitikel an einer Wand 
jedes ProbenbearbeitungsgefaBes (A), 

- eine Pumpeinheit (50) zur Entfernung von FlUssigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgeftB 



Das System hat eine leicht zu reinigende Oberfliche und schiltzr den Anwender vor Ver* 
brennungen (z. B. durch einen Kunststofimantel). 



ten 



(A). 



In FIG 1 und 2 1st ein System mit erfindungsgem&Ben Einheiten schematise!) dargestellt. 
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an den ProbenbeaibeitungsgefiBen plaziert sind. Eine Temperaiurregelung erfolgr 
bevorzugt Uber einen Fuzzy-Regler pder einen PIDT-Regler. In die Thennosutoreinheit 
sind Thennofiihler in ausreiehender Zahl an reprasentativen Sullen plaziert. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Thermosmorcinheh (20) besiut einen von FlQssigkeit 
durchstromten Block. Als Temperiermedium dienen Fliissigkeiten; meist Wasser oder wass- 
rige Salzlosungen. Die Temperieiflussigkeit wird bevorzugt liber flexible Schlauche von 
einerHeizung bzw. KQhlung motels einer Umwalzpumpe direkt in Offhungen (21) im Block 
(10) eingespeist. Das Fassungsvetmogen des Temperierreservoirs (in Fig. 1 bezeichnet mit 
Heizung und Kuhler) auBerhalb des DNA-Moduls ist urn ein vielfaches grflBer als das Tot- 
volumen des DNA-Moduls damii beim Umschalten des 2-Wege-Ventils diese St6rgr6Be 
minimiert wird. Die Heizung und der Kuhler temperieren im Vorlauf und werden bei Bedarf 
geuktet. Eine Regelung schaltet das Veniil, Heizung und Kflhlung, zusammen mit dem ge- 
eigneten Volumenstrom der Umwalzpumpe werden die gewiinschten Heiz- und Kuhlraten 
erreichi. Ab Thermostatoreinheii (20) ist bei dieser Ausfuhrungsform die Kombination von 
flOssigkeitsdurchslTomien Block, Umwalzpumpe, Heizung, Kuhler und 2-Wege-Ventil zu 
verstehen. Als DNA-Modul wird die Vonichtung umfassend Aufcahmeeinheit fur Proben- 
bearbekungsgeftB, Schiittler und Abscheider bezeichnet. 

Das System ermoglicht das Arbeiten mit magnetischen Partikeln (Beads). Unter Magnet- 
panikeln werden Partikel verstanden, welche durch einen Magneten in eine bestimmte 
Richwng transportiert werden konnen. Hierzu gehflren beispielsweise ferromagnetische 
oder superparamagnetische Materialien. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind 
ferromagnetische Materialien. Partikel sind feste Materialien mit einem geringen Durch- 
messer. Im Sinne der Erfindung sind besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche 
Komgrofle von mehr als 2.8 urn, jedoch weniger als 200 um haben. Besonders bevorzugt 
weisen sie eine durchschnittliche KomgroBe zwischen 10 und IS um auf. Bevorzugt isi die 
KomgroBenverteilung homogen. Diese Partikel sind an ihrer OberfUche so modifiziert, daB 
sie die biologischen Kompartimente binden konnen. Kerfur geeignete Magnetpanikel sind 
die bekannten und kauflichen Utexmagnetpanikel, an welche z. B. Antik6rper gebunden 
sein konnen. Zur Bindung der biologischen Kompartimente an die Magnetpanikel werden 
insbesondere Antikorper verwendet, welche gegen Oberflachenanugene der biologischen 
Kompartimente gerichtet sind. Derartige Magnetpanikel sind ebenfalls kommerziell erhalt- 
lich. 
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Des weheren konnen glasmagnetische Pigmente eingeseta w«den. an deren Oberfiachen 
Nukleinsauren binden. Solche glasmagnetischen Pigmente sind aus der deutschen Patent*, 
meldung 19S37985.3 bekannt. 

Damit da, erfmdtmgscmaBe Verfahren erfolgreich durchgefchrt werden kann. in es 
notweadig, die Magaecpanikel fur bestimmte Reaktionsschritte an der Innenwand des 
Probenbearbeinmgsgefafles zu binden und mit einem nachfolgenden Schritt ^eder „ 
Suspension zu bringen. Im Sinne der Erfindung, als besonders bevorzugt, wird fur die Pc, 
uonierung der Magneten ein Abscheider (40) mit einem oder mehreren an dem Abscheuler 
befestigten Pennanentmagneten oder Elektromagneten an das Probenbearbekungsge&B 
herangefahren. Die fur eine effizieme Abscheidung erforderliche Entfemung des Magneten 
vom Probenbearbeirungsgefafl hang* stark von der GroBe des durch den Magneten erael- 
barenMagnetfeldesundderC^BeundMa 

dem hat die An der spater folgenden Bearbeicungsschritte (, B. mechaniscbe Belastung der 
Magneten) einenEinfluD auf die zu verwendende Magnetfeldstarke. Sofern es sich um emen 
Pennanentmagneten hand* wird dieser aus einer Position, die nicht fir eine Abscheidung 
der Magnetparukel ausreicht, in die Nahe des GeftBes gebracht, so dafl die Magnetpanucel 
gn oer Gefaflwand festgehalten werden. Fur den Fall der Verwendung eines Elektro- 
.nagneten wird dieser eingeschaltet und solange im eingeschalteten Zustand belassen, b,s 
eine Bearbeitung der festgehaltenen biologischen Kompartimente abgeschlossen ,st. 

Unter der Positionierung eines Magneten in der Nahe des Gefafies soil auch der Fall ver- 
standen werden, dafl das GefaB in die Nahe des Magneten gebracht wird. LexztendUch 
kommt es also nur auf die Relativbewegung des Magneten zum Geflfl an. 

Der Abscheider (40) weist bevorzugt einen Magneten auf, welcher auf einer vorbestimmten 
Bahn. z B. liber Schienen oder, bevorzugt durchBewegung des Magneten auf einer Kre 1S - 
bahn, z. B um eine neben dem ProbengefaD liegende Achse, auf das ProbenbearbeKungsge- 
fiD hin bewegUch ist. Der Abscheider beinhaltet auflerdem einen Motor, welcher sowohl *e 
Bewegung des Magneten auf das ProbenbearbeirungsgefaB zu als auch dessen Wegbewe- 
gung realisieren kann. 

fa einer weiteren Ausflhrung weist der Abscheider(40) eine Zahnaange auf. die uber einen 
Gleichstrommotor oder alternate uber einen Schrittmotor linear verfahren werden kann. 
Rechtwinkbg angeordnet zu der Zahnsxange befindet sich erne Haltevorrichtung for d,e 
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Magnete, in diesem Fall Permanentmagnete. Die Endpositionen der Magnetbewegung 
kbnnen tiber Lichtschranken detekriert werden. Bevorzugt wird jedem Probenbearbeiiungs- 
gefiB ein Magnet zugeordnet, der mil seiner Stirnseite an dieses herangefuhrt wird. Es isi 
jedoch auch moglich, an jedes ProbenbearbeitungSgefafl 2 Magnete heranzufuhren. Dabei 
wird bevorzugt jeweils 1 Magnet an 2 GefaBe herangefuhrt, so daB fur n GefaBe lediglich 
n+1 Magnete einzusetzen sind. 

Zur Abscheidung miissen die Magnete moglichst nah an die ProbenbearbeitungsgefaBe her- 
angefuhrt werden, urn eine hohe AbscheLderate der magnetisehen Panikel zu erzielen, 
Wichtig is; auch ein ausreichender Verfahrweg der Magnete zwischen den Positionen. In 
Abhangigkeit vom verwendeten Magnetmaterial und der Magnetgeometrie miissen die 
Magnete bis zu 40 mm vom ProbenbearbeitungsgefaB entferni werden um eine ungewollte 
Abschediung zu verhindem. Wichiig fur die Funktion des Instrumentes isi es, daB die 
magnetisehen Krafte nur dann auf die Partikel im ProbenbearbeitungsgefaB wirken, wenn 
dies gewunscht isi. Somit ist der Magnet in der inaktiven Position so weU vom GefdO zu 
verfahren, daB das Magnetfeld keine nennenswene Wirkung mehr auf die Bewegung der 
Panikel hat 

Dies kann auch so realisiert werden, daB der Abstand zwischen Magnet und Probenbear- 



beitungsgefaB nicht verandert wird. Die Magnetfelder konnen jedoch durch ein \i -Metal], 
welches zwischen GefaO und Magnet bewegt wird, unterbrochen werden. 

Eine weitere mogliche Anordnung der Magnete erfolgt auf einer drehbaren, von einem 
Gleichstrommoior angetriebenen Welle. Mit dieser Ausfuhmngsform ist es mtfglich, die 
Magnete auf einer Kreisbahn zu bewegen. Die Magnete selbst konnen auf dieser Welle be- 
liebig angeordnet werden, so daB bei Bewegung der Welle ein Heranfllhren oder Wegbe* 
wegen der Magnete an bzw. von den ProbenbearbeitungsgefiBen erfolgt. Dariiber hinaus ist 
eine Antrieb vorteilhaft, bei der auf gegenuberliegenden Seiten des Systems je 1 Welle mit 
einer Anzahl Magneten angeordnet ist. Die Wellen werden liber einen Zahnriemen von 
einem Motor angetrieben. Bet dieser Anordnung bewegen sich je 2 Magnete synchron auf 
die Stirnseiten der Probenbearbeitungsgefifie zu. 

Magneten filr die vorliegende Erfindung weisen bevorzugt eine Masse zwischen 0,5 und 
S g, besonders bevorzugt zwischen 1 und 4 g auf. Die SuBeren Abmessungen, die im Proto- 
typ verwendet wurden, betragen 10 mm x 10 mm x 3 mm. Als geeignetes Material fur einen 
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Permanentmagneten haben sich seltene Erdmaterialien (z. B. NeFeB, VACODYM 370 HR) 
mil einem optimalen BH-Maximum bei kleinsten Abmessungen erwiesen. Fiir eine effizieme 
Abscheidung ist es vorteilhaft, den Gradienten des Magnetfeldes besonders ausgepragt 211 
dimensionieren. Aus diescm Grund sollte auch die Positionierung des Magneien moglichst 
nah an dem GefHB crfolgen. Bevorzugt werden fiir die Probenbearbeitungsgefafle 
Maierialien mit einer mbglichsi geringen Dampfung des Magnetfeldes eingesetzi, z. B. 
Polypropylen. 

An der Baueinheit zur Aufhahme der Probenbearbeitungsgefafle sind an der Unierseite der 
Kavitat Schlauche (51) befestigt, die wiederum mit einem, einen Unterdruck erzeugenden 
System, verbunden sind. Jeder Kaviiat ist ein Schlauch zugeordnet. Da im Bodenbereich der 
Probenbearbeitungsgefafle Gffhungen vorgesehen sind, kann durch Erzeugen eines Unter- 
druckes der Inhalt der Probenbearbeitungsgefafle abgesaugt und in den Abfall (Waste) 
iiberfuhn werden. In der Ausfuhning gemafl FIG 2 besitzi jede Kavitat eine Dichtung, die 
beim Absaugen des Wastes verhinden, dafl Luft zwischen Probenbearbeitungsgefafl und 
Inlet (14) angesaugt wird. 

Das Unterdrucksystem besteht im wesentlichen aus einer Kolbenhubpumpe (50), die uber 
ein Schlauchsysiem mit den Kavititen verbunden ist. Dazwischen ist ein Waste-Behalter 
geschaltei, der die Ftassigkeit aufhimmt. Die Fliissigkeit, welche aus den Probenbearbei- 
tungsgefilflen abgesaugt wird, ist Abfell. Des weiteren ist zwischen jedes Probenbearbei- 
tungsgefafl und dem Waste-BehSlter ein Ventil geschaliet. Dieses Ventil ermflglicht das 
Schalten des Umerdrucks zu jeder Kavitat, wenn das System von der Pumpe Uber die Ab- 
fallflasche (Waste-Behalter) bis bin zum Ventil permanent evakuiert ist. Es ist erfindungs- 
gemafl sowohl ein paralleles als auch ein sequenrieUes Absaugen der Probenbearbeitungsge- 
fafle moglich. 

In einer anderen Ausfuhrungsfonn werden Kolbenhubpumpe und Venule durch eine 
Schlauchpumpe ersetzt. Die Abfallflasche ist in diesem Fall nicht permanent evakuiert, sie 
befindet sich im Fluidstrom hinier den Kavittten und der Schlauchpumpe. Diese Anordnung 
eriaubt nur ein paralleles Absaugen der Kavitaten. Es konnen auch mehrere Schlauch- 
pumpen eingesetzi werden, die dann eine bestimmte Anzahl von Kavitaten bedienen. Damit 
ist ein teilweise sequentielles Arbeiien moglich. 
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in der Ebene bzw. im Raum (X-, Y-, Z-Achse) air Erzeugung von B- Lissajous- 

Figuren. 

2. -tan** d«eh Neigen *. M_ (1) « *- «— ^ U " d ^ 

stellen der Aufoahmeeinheit (10). 

3. MagnetrOhrer 

4. SchwcnkenoderKlopfendesDNA-Moduls. 

tion der *pm in die Ett* 10. Auflerdem sind die Systemkomponenten 2 «thch ge- 

Jigneter Abfolge gesteuen, was beispielsW.se durch ein oder durch 

Initiation der einzelnen TeUschritte durch den Anwender erfolgen kann. 
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Beschrabuag des Verfahrens: 

Vyia*ng A: 

In einem ersten Schritt wird die Probe in einem Probenbearbeitungsgef&B zusanunen mit 
magnetischenPartikeln (beads), welche die biologischen Kompartimenre binden kbnnen, 
unter Schiineln des Probenbearbeitungsgefafles inkubien. 

Die Inkubation der Proben mit den Magnetpartikcln kann auf beliebige Weise gestaltet wer- 
den. Erforderlich ist, dafi sowohl die Probe als auch die magnetischen Panikel in das 
Probenbearbeitungsgef&B eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung aJs auch 
deren Reihenfolge ist prinzipiell ohne grOOere Bedeuiung fur das erfindungsgemafle Veifah- 
ren. Bevorzugt jedoch werden die magnetischen Panikel in Form einer Suspension mit 
einem bekanmen Gehalt magnetischer Partikel in das Probenbearbeiiungsge&B pipettien 
Entweder anschlieBend oder vorher wird die Probe in das ProbenbearbeitungsgefSB ein- 
pipettiert. 

Die Inkubation wird solange unter geeigneten Bedingungen vorgenommen, bis eine aus- 
reichende Menge an biologischen Komparcimemen an die Magnetpartikel gebunden sind. Es 
wird sich hierbei imRegelfal) um einen Zeitraum zwischen 1 min und 10 min handeln. Das 
Probenbearbeitungsgef&Q ist hierbei bevorzugt auf geeignete Weise, z, B. mitxels eines 
Deckels oder/und eines Ventiis verschlossen. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist r daQ das in dem ProbenbearbeitungsgefSB be- 
findliche Gemisch w&hrend der Inkubation geschuttdt wird. Es kann sich hierbei um ein 
Intervallschutteln handeln. Das SchQrteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeit oder nur Teilen davon durchgefilhrt werden. Das SchQrteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpanikel in der 
FIGssigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffussion. Hierdurch wird die fiir die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

Im Anschlufl an die Inkubation und Bindung der Kompartimente an die Magnetpartikel 
werden die biologischen Kompartimente von der sie umgebenden Flussigkeit der Probe 
entfernt. Hierzu hat es sich als zweckxnafiig erwiesen, die Magnetpartikel mit den daran ge- 
bundenen biologischen Kompartimenten durch Positionierung eines Magneten in der Nahe 
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des Probenbearbeitungsgefafles zu sammeln. Hierdurch werden bevorzugt die Magnet- 
parrikel mil den biologischen K D mpanimenten an der Gefaflwand fcstgehalten. Die Ab- 
schadung der Beads erfolgt also in der Kegel an der Innenwand des Probenbearbehunsgge- 
fafles oder einem Teil davon, welche unter der Flussigkeitsoberflache der Probe befindlich 
ist. 

Anschlieflend wird die die biologischen Kompardmente umgebende Flussigkeit aus dem 
ProbenbearbeitungsgefiD entfemt. Dies geschieht unterBedingungen, bei denen die 
Magnetpartikel an der Gefaflwand zuriickbleiben. Die Art der Entfemung hangt von der Art 
des ProbenbearbeirungsgefaBes ab. Sie kann r. B. abpipettiert werden. In einer bevorzugten 
Ausfuhjungsform jedoch, bei der das Probenbearbeitungsgefafl eine umere AuslaB6ffhung 
aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach abgesaugt. Diese Art der Eniferaung halt 
die mechanische Belastung der Magnetpartikel gering und vermeidei somit die Ablosung 
der Magnetpartikel von der Gefaflwand. 

Ein besonders wichtiger Schritt ist die Resuspension der an der Gefaflwand zuriickgehalte- 
nen Magnetpartikel in einer zugegebenen zweiten Flussigkeit. Hierzu wird der Magnet aus 
der NShe des GefSfles entfemt, so dafl die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten 
an der Gefaflwand festgehalten werden. Wie oben beschrieben ist es auch moglich, das Ge- 
faB aus der N&he des Magneten zu entfernen. GemaB der vorliegenden Erfindung hat sich 
das einfache Entfernen des Magneten als nicht ausreichend Sir eine Resuspension erwiesen, 
wenn nicht das GefSB erganzend, bevorzugt gleichzeitig geschuttelt wird. Dieses Schutteln 
wird mit dem Schiirtler (30) durchgefuhn. Es bewirkt eine gleichroaflige Verteilung der 
Magnetpartikel in der zweiten Flussigkeit. Diese zweite Flussigkeit kann vor Entfernen des 
Magneten, jedoch auch erst nach Entfernen des Magneten in das ProbenbeaAeiningsgefafl 
eingefullt werden, z. B. durch Einpipetrieren. 

Das erfindungsgemfifle Vertahren kann auch zur weiieren Aufreinigung von biologischen 
Kompanimenten verwendec werden. Hierzu wird eine Suspension der Magnetpartikel, 
welche die biologischen Kompartimente gebunden enthaken, in einem Probenbeaibeitungs- 
gefifl so in Relation zu einem Magneten positioniert, dafl die Magnetpartikel mit den bio- 
logischen Kompartimenten an der Gefaflwand festgehalten werden, anschlieflend die 
Flussigkeit, welche die biologischen Kompartimente enthielt, aus dem GefSB entfemt wird 
und anschlieflend die Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit, hier einer Wascbflussig- 
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keit, durch Enrfemen des Magneten aus der Nihe des Gefafles, so daB die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefiUwand festgehalten werden, und gleichzeitig 
Schiitteln des Gefifies resuspendien. Dieser Waschvorgang kann beliebig wiederholt wer- 
den, bis eine ausreichende Reinheit der biologischen Kompartimente erreichi isi. 

Als weiierer Schritt des erfindungsgem4Ben Verfahrens ist anschlieBend der AufschluB 
(Lyse) der biologischen Kompanimenie vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Anen von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mh einer Mischung von Proteinase K 
verseizt und fur eine bestimmie Zeit inkubiert, die fiir das Aufbrechen bzw den teilweisen 
oder vollst&ndigen Verdau der Zellwilnde unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen Nukleinsauren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bci Tempera- 
turen uber Raumteniperaiur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 D C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschJuBmischung bezeichnei. Die Inkubation wird vorzugsweise uber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefuhrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfilgig erhdh- 
ter Temperatur stattgefunden hat f ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf 
hdhere Temperature* zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C. oder, bei potentiell infekutisen 
Probers auf 95 °C. Hierbei kann gewunschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritten stbren, inaktiviert werden. 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekiihlt, und zwar unter Bedingungen, die ab- 
hangig sind vom Zweck des erfindungsgemfiBen Verfahrens. Soli eine Isolierung der 
Nukleinsauren an einer festen Phase suttfinden, werden Bedingungen eingestellt, bei denen 
die Nukleinsfiure an diese feste Phase binden ktinnen. Bin geeignetes Verfahren zur Bindung 
von Nukleinsauren ist die Inkubation der frdgesetzten Nukleinsauren mit Glasoberfl&chen 
unter Anwesenheit chaotroper Salze. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
EP-A-0 389 063. Hierbei werden die Nukleinsauren in unspezifischer Weise an die Glas- 
oberfliche gebunden, wfihrend andere Bestandteile der biologischen Kompartimente sowie 
der AufschluBreagenzien nicht oder nur unwesentlich an die GlasoberflSche gebunden 
werden. Bevorzugt wird anschlieBend die Fliissigkeit, welche die flbrigen Bestandteile 
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enthalt, aus dan Probenbearbeiwngsgeftfl cntnommcn, z. B. abgesaugi, wahrend die Glas- 
oberflache mit den daran gebundenen Nukleinsauren im ProbenbearbeitungsgefaB veibleiben 
Icann. In oner bevorzugien Ausfuhmngsform wird eine fesie Phase in Form ernes Glas- 
faservlieses in das Probenbearbeitungsgefall cingefuhrt und mit der Mischung inkubiert. 
Hierdurch werden die Nukleinsauren an der Gl&sfaser immobilisiert und kfinnen auf einfache 
Weise mit dem Glasfaservlies aus dem ProbenbearbeitungsgefaB entnommen werden. 

FUr den Fall, daB die Nukleinsauren nach ihrer Freisetzung nachgewiesen werden sollen, 
werden di«e mit einer Sonde hybridisien. Bei dieser Sonde handelt es sich, wie oben be- 
schrieben, urn ein Molekul, welches eine zu der nachzuweisenden Nukleinsaure oder einen 
Teil davon komplementaren Basensequenz aufweist. In einem bevorzugien Falle handelt es 
sich urn ein Oligonukleotid, welches mit einer nachweisbaren Gruppe markien ist. Die Ab- 
kuhlung der Reaktionsmischung findet daher unter Bedingungen start, bei denen eine 
Hybridisierung der nachzuweisenden Nukleinsaure mil der Nukleinsauresonde stattfindct. 
Diese Temperaturen sind einem Fachmann bekannt. In einer anderen Ausfuhrungsfbrni als 
Vcrfahren zum Nachweis von Nukleinsauren findet eine Hybridisierung zwischen der nach- 
zuweisenden Nukleinsaure und einer Festphasen-gebundenen Nukleinsauresonde stan. 
Hierbei kann die Sonde an eine beliebige Festphase. solange sie nur von der iibrigen Reak- 
tionsmischung abtrennbar ist, verwendet werden, z. B. Mikrouterplanen-Kavitaten oder die 
Innenwand des Probenbearbeitungsgefifles. Verfahren zur Immobilisierung von 
Nukleiiisauresonden, insbesondere der sogenannten Fangsonden, sind dem Fachmann be- 
kannt, z. B. aus EP-A-0 523 557. 

Im allgemeinen wird sich an die Abkuhlung der Mischung eine Abxrennung der zu isolieren- 
den bzw. nachzuweisenden Nukleinsauren von der sie umgebenden Flussigkeh, welche ggf. 
noch Reste der Aufschluflmischung und evtl. der Sir die Bindung der Nukleinsauren an eine 
feste Phase benutzren Reaienzien enthalt, anschlieflen. Hierzu kann, je nach Art der ver- 
wendeien fesien Phase, eine Filtration oder eine Entfemung der festen Phase aus dem 
ProbenbearbeirungsgeM oder Abpipettieren der FlQssigkeit aus dem Probenbearbeitungs- 
gefaB vorgenommen werden. 

Die gebundenen Nukleinsauren siehen anschlieflend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in Qblichen, dem Fachmann bekannten 
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Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung. 

Varianie B 

In einem ersten Schritt wird die Probe in ein Probenbearbeirungsgefafl zusammen mil Lyse- 
Reagenz, glasmagnetischen Partikeln (beads), welche die in den biologischen 
Kompartimemen enthaltenen Nukleinsauren binden konnen, pipettiert und das 
ProbenbearbeitungsgefaBes anschiieBend verschlossen und geschiitieli, Erforderlich ist, daU 
sowohl die Probe, das Lyse-Reagenz als auch die glasmagnetischen Partikel in das Proben- 
bearbeicungsgefafl eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch deren 
Reihenfolge ist prinzipiell ohne groBere Bedeutung fur das erfindungsgem&Be Verfahren. 
Bevorzugi jedoch werden die glasmagnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem bekannten Gehalt glasmagnetischer Partikel in das ProbenbearbekungsgefaB 
pipettiert. Entweder anschiieBend oder vorher wird die Probe in das Probenbearbeitungsge- 
f&B einpipettiert. Wesenilich ist, dafl Probe, glasmagnetische Partikel und Lyse-Reagenz 
durch Schiitteln homogen durchmischt werden. 

Als weiterer Schrirt des erfindungsgemaflen Verfahrens ist anschiieBend der AufschluB 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen filr 
bestimmte Arten von Kompartimemen, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fur eine bestimmte Zeit inkubiert, die fiir das Aufbrechen bzw, den teilweisen 
oder vollstandigen Verdau der Zellwtade untcr Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimemen enthaltenen Nukleins&uren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugi bei Tempera- 
turen tiber Raumtemperatur, besonders bevorzugi zwischen 70 und 95 °C gearbeitet Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschluBmischung bezeichnet. Die Intubation wird vorzugsweise ttber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und IS Minuten durchgefchrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfiigig erhdh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugi, die AufschluBmischung anschiieBend auf 
hflhere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C, oder, bei poientiell infektiosen 
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Proben, auf 95 °C. Hierbei kann gewiinschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritien storen, inafciiviert wcrden. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, daD das in dem Probenbearbeitungsgefiifl be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei urn ein 
IntervallschOtteln handela Das Schilnein kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeh oder nur Teilen davon durchgefiihit werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der bialogischen Kompartimente und der Magnetpanikel in der 
Flussigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffusion, Hierdurch wird die fiir die Bindung der bioiogischen Kom- 
partimenie an die Magnetpanikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

AnschlieBend wird die AufschluQmischung abgekiihtt, und zwar unter Bedingungen, die 
abhingig sind vom Zweck des erfindungsgemaflen Verfahrens. Die aus dern bioiogischen 
Kompaniment herausgeldsten Nukleinsauren sollen nun unspezifisch an der Oberflache der 
glasmagnetischen Partikel binden. Um eine Verbesserung der Bindungseigenschaften zu 
erzielen, wird der Aufschluflmischung nach der Lyse noch i-Propanol oder Ethanol zugege- 
ben, in Abhangigkeit von der An des bioiogischen Kompaniments. AnschlieBend erfolgi 
eine weitere Durchrnischung des Ansaizes durch Schutteln des ProbenbeaibeitungsgefSBes. 
Die Nukleinsauren werden nun unspezifisch an der Festphasenoberfiache gebunden, wobei 
andere Bestandteile des bioiogischen Kompaniments und AufschluQreagenzien nicht oder 
nur in unwesentlichen Bestandteilen an die Glasoberflache adsorbieren. 

Nachdem diese Festphasenbindung abgeschlossen ist, wird durch Aktivierung der 
Magnetfelder das glasmagnetische Pigment mit der gebundenen Nukleins&ure an die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaBes abgeschieden und der Uberstand aus dem GefaB 
entnommen. In einer bevorzugien Ausfiihrungsfonn jedoch, bei der das Probenbearbei- 
xungsgefaB eine untere Auslaflflfinung aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach 
abgesaugt. Diese An der Entfernung halt die mechanische Belastung der Magnetpanikel 
gering und vermeidet somii die Ablbsung der Magnetpanikel von der Gefaflwand. 

In einem n&chsten Bearbritungsschriu werden die glasmagnetischen Partikel in einer 
Waschflussigkdt resuspcndien, Herzu wird der Magnet aus der Nahe des GefilBes entfernt, 
so daB die Magnetpanikel nicht mehr durch den Magneten an der Gefaflwand festgehalten 
werden. Wie oben beschrieben ist es such mdglich, das GefSB aus der Nahe des Magneten 
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zu entfemen. GemaB der vorliegenden Eifindung hai sich das einfache Enrfernen des 
Magneton als nicht ausreichend fcr einc Resuspension enviesen, wenn nicht das Gefafl er- 
g&nzend, bevorzugt gleichzeitig geschuneli wird. Dieses SchUrteln wird wiederum durch 
den Schuttler (30) durchgefuhit, was eine gleichmaflige Veneilung der Magnetpartikel in 
der Waschflflssigkeit bewirkt. Diese Waschfliissigkeit kann vor Entfemen des Magneten, 
jedoch auch erst nach Entfemen des Magneten in das ProbenbearbeitungsgefaB eingeffiUt 
werden, z. B. durch Einpipettieren. Der Waschschriu kann beliebig wiederholt werden bis 
eine ausreichende Reinheit der isolierten Nukleinsauren en-eicht ist. 

Die gebundenen Nukleinsfiuren stehen anschlieBend enrweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in ublichen, dem Fachmann bekanmen 
Verfahrcn zum Nachweis von Nukleinsfrirensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung. 

Das erfindungsgem&Be Verfahren benutzt also eine Kombination von Bearbeitungsschmten, 
welche eine Aufhahmeeinheit (10) zur Aufhahme eines oder mehrerer Probenbearbeitungs- 
gefafle, eine Thermostatoreinheii (20) zur Thermostatisierung der Probenbear- 
beitungsgeflBe und darin enthaltenerFlussigkeiten, einen Schuttler (30) zum Schitaeln der 
ProbenbeaibeitungsgefiBe und eine Einheit (40) zur magnetischen Abscheidung der 
Magnetpartikel an eine Wand jedes ProbenbearbeitungsgeftBes venvenden. Oberraschen- 
derweise lassen sich diese Verfahrensschritte und Einheiten in einem einzigen Reakiions- 
block ausfchren. Als Reaktionsblock wird hiennit eine Vorrichtung verstanden, welche die 
Einheiten 10, 20, 30 und 40 teilweise oder vollstandig in aufeinander abgestimmter Kopp- 
lung emhalt. Auf erfindungsgemaBe Weise gelingt es auf ein&che Weise einen Vorgang, 
wclcher bisher eine VielzaM manueller Aibeitsschritte voraussetzte, in einem einzigen Gerat 
ablaufen zu lassen. Insbesondere hat es sich enviesen, daB die erfindungsgemaflen Reak- 
tionsblocks besonders efFektiv sind. Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sSuren konnen mit ihnen schneller durchgefuhrt werden als bisher. Es ist dariiber hinaus 
moglich, wihrend der genannten Schritte die Nukleinsaure nicht aus dem Gefifl zu em- 
fenien. Dies stellt sowohl im Hinblick auf den Zeitaufwand, als auch auf die Vermeidung 
von Komaminaiionen einen erheblichen Fortschritt gegemlber dem Stand der Technik dar. 
Oblicherweise wurden bisher namlich Abkuhlungen von Suspensionen durch manuelle 
Entnahme eines ProbenbearbeitungsgefaBes aus dem Ger&t und Eintauchen des Geftfles in 
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ein Kflhlbad durehgefubrt. Ein solches Vorgehen hat sich als fur die Zukunft in der 
Routinediagnostik nicht ausreichend geeignet eiwiesen. 

In FIG 3 ist ein erfindungsganafles Verfahren zur Isolierung von Nukleinsaiiren gezeigt. 
Auf diese Figur wird bei der im folgenden Beiapiel beschriebenen Schilderung eines Verfah- 
rens Beaig genommen. Das ProbengeSfl befindet sich in oner Aufiiabme in Einheit 1 0, 
wobei bcvorzugt am Probengefafl tin Sieg (A20) vorgesehen ist, der der Innenform der 
Aumahme angepaDt ist (2. B. konische AuBenform). Die im Langsschniti gezeigten GefiDe 
konnen auf einfache Weise spritzguBtechnisch aus Polypropylen hergestellt werden. 

Ein Hauptvontil der Erfindung ist, dafl das System in weirem Umfang auf die Verwendung 
umerschiedlicher GroBen von Magnetpartikeln adaptiert werden kann. Es ist relativ fleribel 
und in unterschiedlichsten Verfahren einsetzbar. 

Durch das folgendc Beispiel wird der Gegenstand der Erfindung naher erfautert: 
Beiipiel 1 

Bei dem crfiiidungsgcroalJen Verfahren handelt es sich urn ein Verfahren. dessen Grundziige 
dem Fachmarai aus der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. Soweit experiroentelle DetaUs 
im Folgenden nicht ausgefuhrt and, wird volfinhaltlich auf Molecular Cloning, Herausgeber 
J. Sambrook ct aL, CSH 1989 Bezug genommen. 

In einer besonderen Ausfilhrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens fur die Aufarbei- 
tung nuklemsaurehaltiger Probenldsangen, werden folgende Arbeitsschrine durchgefilhn 
(siehe HG 3). In einem ersten Schritt (I) wird tine zellhaltige ProbenflCssigktit in einem 
ProbegefaB (A) mil einem Material inkubiert. an welches die Zellen gebunden werden, aus 
denen Nukleinsaiiren gewonnen werden sollen. Hierzu kann dieses Material enrweder spe- 
afische Bindeeigensehaften fur die Oberflache der Zellen aufweisen, 2. B. durch Immobili- 
sierung von Antikbrpern gegen Oberflachenantigene oder ein Absorbermaterial (A16, nicht 
gezeigt), es kann jedoch auch tin Material mit Rltereigenschaften (A15, nicht gezeigt) 
vorgesehen stin, durch welches die Zellen zuiuckgehahen werden, wenn die Flussigkeit 
durch das Material durchtritt, z. B. aus dem ProbengefiB entfernt wird. Bedingungen fiir die 
Immobilisierung von Zellen an Oberflachen sind dem Fachmann bekanm, z_ B. aus Methods 
in Enzyme-logy Vol 171, Biomembranes / Pan R Transport Theory: Cell and Model 
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Membrane^ Edited by Sidney Fleischer, Becca Fleischer, Department of Molecular 
Biology, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Seiten 444 ff oder 581 ff.. 

WShrend der Inkubation ist das ProbengeSB bevoizugt durch einen Deckel (B) ver- 
schloasen, um akriven bzw. passiven Kontaminaiionsschutz zu gewfihrleisten. 

In cinern wcitcrcn Schritt wird die Fliissigkeit aus dernProbengefifl entfemt, wfihrend 
Zellen, deren Nukleins&uren isoliert werden soil en, in an das Material gebundenem Zustand 
im ProbengefaB zuruckbleiben. Da es sich bet dem zellbindenden Maierial um panikulare 
Materialien handelt, kann ein Zuruckhalten dadurch erreichi werden, dafi das Material 
magnetisch ist (Hemeller: Dynal, Oslo, Norwegen) und der Magnet von auflen an das 
probengeffiB herangefilhit wird. Die Fliissigkeit kann durch die AuslaB6flhung (Al 1) unier 
Anlegen eines leichten Vakuums, abgesaugt werden, Hierzu ist an der AuslaBdffiiung ein 
Vend] vorgesehen, welches sich durch Anlegen von Unterdruck aflhet. 

Zur weitergehenden Entfemung evenruell storender Frobenbestandteile von den ZeUen wer- 
den ein oder mehrere Waschschritie vorgesehen. Hierzu wird in das ProbengefiB eine 
Waschflussigkeit eingeftlilt, in der sich evenruelle Verunreinigungen lSsen, die jedoch die 
Bindung der Zellen an die OberfUche des zellbindenden Materials nicht wesentlich beein- 
tr&chdgen. Solche Waschlosungen sind demFachmann z. B, aus den Zellseparationsproto 
kollen bzw. aus entsprechenden Reinigungskitsprotokollen fiir Nukleinsauren bekannt. Sie 
richten sich im wesentlichen nach der An der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gcgebenenfalls die letzte Waschldsung aus dem ProbengefaO (A) abgesaugl 
wurde, werden die gereinigten, angerticherten Zellen mit einer geeigneten Lyseflussigkeit 
zur Frrisetzung der Nukleins&uren aus den Zellen in Kontakt gebracht. Die Reagenzien 
dieser Lyselfisung richten sich weitgehend nach der Art der immobilisierten Zellen (Rolfs ei 
al.: PCR» Clinical Diagnostics and Bevarch, Springer Verlag, 1992, S. 84 ff). Sofem es sich 
bei den Zellen um Bakterien handelt, enthait die Lyselosung bevorzugt Proteinase K zum 
Abbau der Zellwand. Gewflnschienfills wird die Lyse durch Erhitzen bzw. AbkOhlen sowie 
Mischen der Reaktipnsmischung durch SchOtteln des Probenge&fies unterstiltzL Am Ende 
dieses Aufschlusso liegen die zu isolierenden Nukleins&uren firci in der Usung vor. 



Auch wahrend der Lyse ist das ReataionsgefiD bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, 
um Kontaminaiionen aus der Umgebung ai verhindern, Nach Ende der Lyse wird der 
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Deckel, bevorzugt mit Klfo einer entsprechenden roechanischen Vorrichrung, entfemt. Da- 
nach wird in das Probenge&fl, welches eine Mischung von Abbauprodukten der Zellen so- 
wie dieNukleinaaiiren enthalt, emFormkorper (C) eingefahn, dessen auflere Kontur (CI2) 
auf die innere Kontur (A17) des Probenge&fles abgestimmt ist. Dieser Formkorper ist hohl 
und in Richtung auf das Probenge&B und die Reaktionsraischung hin durch einen Filter 
(CI 1) (porose Matri x) verschlossea Die EinSihrung dea Foimkorpers (C) erfolgt bevorzugt 
mit Hilfe eines Bauelememes (Bl 1) des Deckels (B), der auflerdem ein Bauelement (BIO) 
enthalt, welches aim Verschlufl des ProbengefaBes gedgna ist. In diesem Fall wird der 
Formkorper mit dem Deckel ergriffen (II) und gleichzeitig roh dera Verschlufl des Proben- 
gefaBes in das Probengefifl eingefuhrt. Wahrend dieses Vorgangs wird aufierdem die Reak- 
donsmischiiDg durch den Filter (CI 1) in den Hohiraum (CM) des Formkorpers eindringen 
(TV). Durch das Vorsehen des Filters kftnnen einerseits groBe Panikel an dem Eimritt in den 
Hohiraum gehinden werden und andererseits wird wegen der nukJeinsaurebindenden 
Eigenschaften schon wahrend des Durchtritts der Reakuonsmisehung eine Bindung der 
Nukleiiuauren an den Filter erreicht In diesem FaU wird ein glasfiiserhaltiges Filtermaterial 
gew&hlt. 

In einem naehsten Schrin wird die verbleibende LysereaJoionsmischung bus der durch A 
und C gebildewn Vorrichrung enrfernt durch Absaugen durch die AuslaBdfmung (Al 1) im 
Probengefifl. Audi die in denHohlkdrper (C14) des Formkdrpers eingedrungene Losung 
wird somit enrfernt, so daO der Filter mdglichst keme Flussigkeitsreste mehr enthalt. Danach 
wird der bisher verwendeie Deckel (B) entfemt, wobri der Formkbrper (C) zunachst im 
ProbengefiLfl verbleibt (eingerastet) (V). 

Gleichzeitig Oder anschlieflend wird ein ElutioasgeSB (D) zur Auftanme des Formkorpers 
(C) vorbereitet (entweder im erfindungsgemaflen System Oder auOerhalb). Ein gegebenen- 
£alls auf diesem GefiB befindlicher Deckel wird entfemt (VI). Bevonugt wird vor Ober- 
fuhrung des Formkorpers (C) in das EuuonsgeKB (D) eine Elutionsiasung in das Ehi- 
tionsgefaB vorgelegt, z. B. einpipecriert. Die Zusanimensetaing der Elutionsiasung richiet 
sich nach der Art der Bindung der Nuldeinsauren an das Material im Filter (C). Sie enthslt 
Reagenaen, unter deren Einwirkung die immnhil werten Nuldeinsauren von dem Material 
eluiert, d. h. geUJst, werden. Der ursprunglich das Eluuonsgefifl verschlieBende Deckel (B) 
wird auf das Probengefifl (A) mit dem Formkarper (C) aufgesieckt (VII). 
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Zur Fnmahmft des Formkdipers (C) aus dem ProbengeBfl (A) wird der Formkoiper (C) mil 
dem Deckel (B) entfemt (VHt). Die Kombination aus Deckel und Formkflrper wird an- 
schlieBend in das ElutionsgefSfl eingefuhrt (IX). Bevoizugt enthalt der Fonnkfrper (C) 
Mittel (C13, nicht gezeigt) zur Fixierung des Formkdrpers im Elutionsgef&B (D), die be- 
wirken, dafl der FormkOiper nur unier Zerstflrung des Fonnkdrpers (C) oder des GefaDes 
(D) oder mit einer Kraft, die grdfler ist als die Kraft die zur Losung des Deckels (B) vom 
Formkorper (C) erforderlich ist, aus dem GefiQ (D) entfernl werden kann. Eine Entfernung 
des Fonnkorpers aus dem Elutionsgef&fi ist nicht beabsichtzgt. 

WShrend des Eindringons des Formkdrpers (C) in das Elutionsgefafl dringt die vorgelegte 
Elutionsldsung in den Filter (Cl 1) und die Ititf die immobilisierte Nukleinsaure von der 
festen Matrix ab Je nach Menge der vorgelegten Elutionsldsung wird encweder nur der 
Filter mit der Elutionsldsung getrftnki oder dringt die Elutionsldsung mit den wieder ge- 
ldsten NukleinsSuren in den Hohlkdrper (C14) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren 
mfiglichst vollstfindig veriauft, soUte die Innenkontur des Elutionsgef&Bes m&glichst dicht an 
die Aufienkontur des FormkOrpers angepaflt sein. 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Fonnkdrper (C) 
und Ehmonsgd&B (D) entfernt (X). Er wird benutzt, um einen Stempel (E) aufeunehmen 
(XT) und in den Hohlraun des Formkflrpers (C) einzufuhren (XQ).Dieser Deckel greift von 
innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so krSftig gegen den Filter (Cl 1) gepre&t, daS 
Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksfl&che befindliche 6ffiiung in einen 
Innenraum des Stempels eindiingt. Dieser Vorgang ist besonders effektiv, wenn die An- 
dnjcksfl&che in ihrer fiuBeren Kontur zumindest in dem Bereich, in dem die Auspressung 
staxtfinden soil, an die innere Kontur des Fonnkflipers (C) angepaBt ist Der Stempel (E) 
kann bevorzugt in dieser Lage, z. B. durch Einrasten, fixieit werden. Da die so gebildete 
Vorrichtung durch den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleins&urehaltige 
Ldsung in der Vorrichtung aufbewahrt werden. 

Zur Fjunahmr einer gewOnschten Menge an Nukleinsflurelflsung kann der Deckel entferni 
(XQI) und Ober eine Ofihung des tnnenraums des Stempels die gewQnschte Menge ent- 
nommen, z. B. in einem Pipetuervorgang (XTV). AnschlieBend kann der Deckel wieder auf- 
gesetzx werden. 



Im Folgenden wir das 2U dem geschilderten Verfahren passende Ablaufichema angegeben. 
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Im Folgenden werden das ProbengefSB A als Tube, ElutionsgefiB D als Baclc-Up-GefiB, 
Forrakflrper C als Glasvlieseinsatz und Stempel £ als AuspreBsiempel bezeichnet. 



Schritttf 


Aloian 


Zeit(s) 


1 


Tube * 1 - 16 auf Reaknaosmodule plazierca 




2 


pipettiercn - Reztptor (50-IOOpl) u. SA~bcads 
rSO-100 uninTubes#l-16 




3 


pipezrieirn - Probe (1.000 \x\) in Tubes #1-16 




4 


Deckel - Tubes veischliefiea (16 Stuck) 










5 


Mischen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


30 s 


6 


Inkubanon; 9 = 4 °C nach Intubation 9 = RT (parallel 


3OO-1.200& 


6* 


cvtL Mischen wShread Inkubariaa 




7 


Maj^AKTIV (parallel) 


5s 


S 


absaiiscn Waste (sequentieU 5 s) 


80s 


9 


Magna INAKTTV (parallel) 


5s 








10 


Deckel - Tube fiffiicn (16 Stuck) 




11 


1_ Waschschritt 

pipemcrcn - Waschlfisung 500-1 ,000 fil (nieder* 
molars Salz) in Tubes #1-16 




12 


icsuspendiercn: Frcquflnz = 30 Hz (parallel) 


5s 


13 


Masnct AKTTV (parallel) 


5s 


14 


absaugen - Waste (sequentieU 5 s) 


80s 


IS 


Maaner INAKTTV (parallel) 


5s 








16 


2. WascJuchrin 

pipcttiera - Waschlfisung 500-1.000 ul (nieder- 
molares Salz) in Tubes #1-16 










17 


icauspendicres; Frequenz - 30 Hz (parallel) 


5s 


18 


Masnet AKTTV (parallel) 


5s 


19 


absaugen - Waste (sequootieU 5 s) 


80s 


20 


Magnet INAKTTV (parallel) 


5s 
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Schritt* 


Akrion 


Zeic (s) 


33 


pipemeten - Waschldsung 500 ^l (chaotrops 
Salz/Ethaool) in Tubes # 1 - 16 










34 


absangen - Waste (sequentieU 5 s) 


80s 








J J 


pipcuiucu - wasmifisuTig juu ju icnatnropes 
Sak/Eihanol) in Tubes #1-16 






aosaugcn - wasxc isexjuoineu j sj 


BU s 








37 


Back-Up-Gefifl auf Modul setzenO* 1-16) 




38 


pipcrticrai - Elutionsvolumai in Back-Up-GefaB (100- 
200 ul) in Tubes #1-16 




39 


Glasvlies-Einsatz von Tube # 1 in Back-Up-GeSD 
QbcrfQhren(#l-16) 




40 


Auspreflstempel (U 1 - 16) in Back-Up-Gefifl hincin - 
Elutian 




41 


VerecUieBen Back-UH3eS0 (16 Deckd) 




42 


Tube# 1 » 16 vomRMnchmen - Waste 





Gewunschienfalls werden die Absaugschlduche und die Ausnebmungen mitcels einer Reini- 
gungsfliissigkeit gespQlt und somit gereinigt (vor bzw. nach Durchfuhrung des Verfahrens 
und in Abwesenheic der Probengef&Be. 

Eine weitere Ausfuhrungsfonn tines Systems zur Frezsetzung und Isolierung von Nuklein- 
sSuren ist in den Figuren 4 bis 8 daigestdlt 

Figur 4: Ferspekzivische Damellung des Systems 

Figur 5: Phantomzeichnung des Systems 

Figur 6: Aufiiahineeinheit fir Probenbeaibeitungsgef&Be 

Figur 7: Quersehnitt durch cine Aufnahmcposition filr ein Frobengef&3 



Figur 8: Schieber mit Magneten 
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Das in Figur 4 dargestdlte System besitzt 4 Aii&ahmeeinheiten (100) fur Probengefifle. Die 
Aufnahmeeinhriten (100) sind an einem Triiger (101) befestigt. Durch eine Bewegung des 
Trtgers (101) kfinnen die 4 Aiifhahmednhdten (110) gemdnsam bewegt und ge&chuttdt 
werden. In der Phantomzeichnung (Figur 5) ist detainer zu erkenneo, wie die Bewegung 
des Tragert (101) erfblgt. Der Trager besitzt an seinen 2 Enden jeweils eine kreiufdmuge 
Ausnehmung (102), in der ein Zapfen (103) lauft. Der Zapfen (103) ist exzentrisch auf der 
Achse eines Motors (104) angeordnet, so dafl bei einer Drehung der Motorachse eine Ver- 
schiebung des Trigers in einer Ebene erfblgt. In der Phaniomzeichnung (Figur 5) ist 
weiierhin zu erkennen, dafi die Aufhahmeekhdt (100) Kflhlrippen (105) besitzi. Durch 
Ventilators (106) imBoden des Systems wird zur Kuhlung ein Luftstrom durch die Kuhl- 
rippen geblasen. 

In Figur 6 ist eine Aufeahmeeinheit (100) deiailliener dargesteUt. Die Aufcahmeeinheit be- 
sitzt 6 einzdne Aufiiahmepositionen (107) zur Aufnahme von ProbenbearbeitungsgefiOen. 
Die Aufiiahmepositionen (107) sind Cber einen Rahmen (108) thennisch leitend mit dem 
Peltieretanent (109) und dieses mit den KOhlrippen (105) verbunden. In dem Rahmen (108) 
befindet sich eine Widerrandsheizung air Beheizung der Aufiiahmepositionen sowie 
Tempemlurdetektoren. Der Rahmen (108) ist auf dnem Pdtierelement (109) montien, das 
in Warmeaustausch mit denKuhlrippen (105) steht. Eine Erwarmung der Probenbearbei- 
Tungsgefifle erfblgt durch die im Rahmen untergebachten Heizclemente. Zur Abktthlung 
der ProbenbearbanaigsgefaDe werden die Aufnahmepositionen (107) fiber das Peltier- 
element (109) gekuhlt. Die vom Peltierelement auf der gegeruiberliegenden Seite abge- 
gebene Warme wird Ober die Kuhlrippen (105) abgefiihrt. 

In Figur 7 ist ein Querschnin durch eine einzdne Aufnahmeposition (107) dargesteUt. Die 
Aumahmeposition besitzt eine Bohrung, in der sich ein Probengefafl (1 10) befindet. 
ProfaengefaO und Bohrung sind so aufeinander abgestimmt, dafl die Wandungen aneinander 
anUegen, urn einen effizienten Warmeubergang zu ermoglichen. Vorzugsweise besitzt das 
Probengefiifl eine ldchte Konizitat, d. h. verjungt sich zur Umerseite, da so bd Vorliegen 
einer enrsprechnden Konizitat der Aumahmeposition ein guter Kontakt der Wandungen 
ardent werden kann. Bevorzugt betragt die Konizitat 0.5 bis 1 -. Im unteren Berdch der 
Au&ahmeposiuon befindet sich einEinsatz, der an seiner Untersdte eine Ausnehmung 
(1 12) besitzt. in seiche die OUve eines Scblauches dngeschnmbt werden kann. An seiner 
Obersdte besitzt der Einsatz (112) dne Ausnehmung, in die ein verjungter Teil des 
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ProbengefiBes (1 10) emgeschoben wird. Um euien dichtcn AbschluB zwischcn diescr Aus- 
nehmung und der VeijUngung des ProbengeMtes zu erzielen, befindet sich an dieser Stelle 
ein Dichtungsring (1 13) in Form ones O-Ringes, der die Verjungung des Probengefafles 
umfaflt Zur Enmahme von FIttssigkdten aus don Probengcfftfl (110) wird rninels eines 
Schlauches, der an die Ausnehmung (1 12) angeschlossen ist, ein Unterdruck an das 
ProbengefiB (1 10) angdegr. 

Die er£ndungsgein&fie Nutzung des Systems sieht es vor, daB an die ProbengefiBe (1 10), 
w&hrend sie sich in den Aiifoahmepositionen (107) befinden, ein Magnetfdd angelegt wer- 
den kann, um magnetische Partikel festzuhalten. Zu diesem Zweck wird an die Aufiiahme- 
positionen (107) die in Figur 8 dargestellte Anordnung von Magneten herangefahren. 

Figur 8 zeigt eine bewegliche Anordnung von 4 x6 Magneten (1 14), entsprechend der Zahi 
von 4 Aufhahmeeinheiten (110) mit jeweils 6 Aufiiahmepositionen (107). Die in Figur 8 
dargestellte Anordnung bcsiizt eine Schiene (US), auf der 4 Einheiien von jeweils 
6 Magneien moniien sand. Die Schiene (1 15) ist an dcm Tr&ger (116) befestigt, der weitcr- 
hin eincn Motor (117) trfigi. Auf dex Achse des Motors ist ein Zahnrad (nicht dargestellt) 
montiert, das in die Zahnung (nicht dargestellt) einer Zahnstange (118) eingreifL Der Trflger 
(1 16) ist durch Linearicugellager (119) auf Zylindem (120) verschiebbar angeordneL In der 
Position, in der eine Abscheidung von Magnetpartikeln erfolgt, befinden sich die Magneten 
(114) mit ihren StirnfUchen direla an den abgeflachten Seiten (121) der Aufhahmeposi- 
tionen (107). Um die Magnet© von den Aufhahmepositionen wegzubewegen, wird der 
Motor (117) akuviert und der Trtger samt der Schiene (115) linear verschoben. 



11/13/2000 14:25 FAX MICHAEL BEST 0068 

• • 

WO 96/31781 PCT/EP96/01368 

30 

Bezugsz£icbenli$te 

A FrobengelSB 
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1 1 Bauelemcnt rum Ergreifen des Formkorpers C 

C Fonnkniper 

11 porose Matrix 

12 fiuBere Kontur 

13 Mittel zur Fbderung des Formkorpers im Eluiionsgefafl 

14 Hohlkbrper 

1 5 Mind zur Befestigung eines Deckds 

16 innere Kontur 

1 7 Mittd zur Flxierung eines Stempels E, umlaufend 

18 umlaufender Steg, abbrechbar 

19 Rand 

D ElutionsgefaD 

12 Einrastkerbe 

E Stempd 

10 Andrucksfliche 

11 Aiiflenkontur 

12 Innennuim 

13 Offiuingen in der Andmcksflache 

14 Entnahmefiflhung 

15 Dichtung 

16 Einrastring 

17 Aiisspaiung 
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Gent 

I Rahxnen 

1 0 Aiifhahmednheit fur Probengefafle 

II Schwingungsdampfer 

12 Vertiefung/Kavixat 

13 Socket 

14 Inlet zuni Heizen und Kuhlen von A 

20 Tbamostatoreinhrit zur Thennosiaiisierung von Probengefiflen 

2 1 KiiH-yHeLErnitiel Leitung 



30 Schiineler filr ProbengefkBe 

40 Abscheider zur magneiischen Abscheidung von Magnetpanikeln 

4 1 Achsen zum Drehen der Magnetsegmente 

42 Magnetsegmente 

50 Vakuumpumpe/Pumpeneinheit 

5 1 (Unterdiuck)schlauch 

100 Aiifhahmeeinheit filr ProbengefSBe 

101 Trfiger 

1 02 krdsfbrmige Ausnehmung 

103 Zapfen 
1W Motor 

105 Kflhlrippen 

106 Ventilator 

107 Aufhahmeposition 

108 kabmen 

109 Peltierelement 

110 ProbengefiB 

111 Eansatz 

1 12 Ausnehmung 

113 Dichtungsring 

114 Magnet 

115 Schiene 

116 Trfiger 

117 Motor 

118 Zahnscange 
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119 

120 



Linearkugdlager 
Zylinder 
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Pateatanspruche 

1 . Verfahren zur Freiseizung und Isolienwg oder zur Freisetzung und Nachweis von 
NukleinsSuren aus biologischen Kompaitimenten einer Probe, enthaltend die Schritte: 

- Inkubation der Probe in einem Probenbearbeitungsgeffifl zusammen mit Magnet- 
partikeln, welche die biologischen Komparumenie binden konnen, unter Schutteln 
des Probenbearbeitungsgef&Bes, 

- Positioniening dries Magneten in der Nahe des GefaJJes, so dafl die Magnetpartike] 
an der Gefiflwand festgehalten werden, 

- Entfemen der resultierenden Fliissigkeit aus dem GefaB 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfemen des Magneten aus der Nahe des Gefafles, so dafl die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaOwand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schurteln des GefaBes, 

- AuftchluB der biologischen Kompartimente unter Herstellung einer Aufschlufr- 
mischung, 

- Envtonung der Aufschluflmischung, 

- Abkiihlung der Mischung unier Bedingungen, die die Isoliening oder Hybridisie- 
iung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsfiure enndglichen. 

2. Verfahren gemfiB Anspruch 1, dadurch gekennzrichnet, dafl wahrend der genannten 
Schritte die Nukleinsauren nichz aus dem Ge&Q ernfemt werden. 

3 . Verfahren gem&fl Anspruch 1. dadurch gekennzeiehnet, dafl die genannten Schrine in 
einem einzigen Reaktionsblock stattfinden. 



4. 



Verfehren gem&B Anspruch 1, dadurch gekennzcichnet, dafl die magnetischen Panikel 
one Gr6Be von mehr als 2,8 ^m haben. 
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5, System zur Freisetzung und Isolierung von NukleinsSuren aus einer Suspension von 
biologischen Kompartimenten mit Magnetpanikeln emhakend die Komponentcn 

- eine Aufhahrneeinheil (10, 100) zur Aufhahme eines oder mehrerer Probenbearbei- 
tungsgefifle (A), 

- cine Thennostaioreinheit (20) zur "Thennostatisierung der Probenbearbeitungsge- 
f&Jte (A) und der darin enthaltenen Flussigkeiten, 

- einen Schuttler(30) zum Schuneln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A), 

- einen Abscheider (40) zur magneiischen Abscheidung der Magnetpartikel an einer 
Wend jedes ProbenbearbeirungsgefiJles (A), 



in aufeinander abgestimnuer Kopplung. 



6. System gemflB Anspiuch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl es zusatzlich eine Pumpen- 
einheit (SO) zur Entfernung von Fliissigkeit aus dem ProbenbearbeirungsgefaB (A) 
enth&lt. 

7. System gon&fl Anspiuch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dafl der Abscheider (40) 
und die AiifhahxneeixibcU (10) relaiiv zueinander beweglich gelagert sind. 

8. System gemifl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Probenbearbeirungsge- 
fkG (A) ri ng untere Aiislafloffhung (Al 1) aufWeisen, die mit einer Saugvorrichtung 
verbunden tst oder verbunden werden kann. 

9. System gem&B Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daO es eine Vielzahl von 
ProbenbearbeitungsgefSJBen (A) enth&lt. 

10. System gemfifl Anspiuch 5, dadurch gekennzeichnec, dafl die Aufhahmeeinheit (10, 
100) durch einen Exzcnterantrieb innerhalb oner Ebene bewegt wird, die im wesent- 
lichen sokrecht zur Achse des bzw. der Probenbearbeitungsgefafie ist. 



11. 



System gem&B Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daO die Thennostatoreinbeit 
eine Widastandsheiaing sowie ein Peltierdemem beinhaltet. 
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12. System gcmfiQ Anspruch 5, bei detn FrobenbeaibeitungsgefSOe und Aufiiahmeposiiio- 
nen one aufianander abgestinunte Konizhat aufweisen. 
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